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纤毛鹅观草 ＤＲＥＢ 类基因 ＲｃＤＲＥＢ１ 的克隆及其
蛋白结合干旱应答元件 ＤＲＥ 的功能验证
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　 　 摘要:以纤毛鹅观草为材料ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术ꎬ首次克隆了一个纤毛鹅观草 ＤＲＥＢ 类基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ
命名为 ＲｃＤＲＥＢ１ꎮ 该基因编码蛋白含有一个保守的 ＡＰ２ 结构域ꎬ表明该基因是 ＡＰ２ 大家族的一个新成员ꎮ 种系发生树分析

表明ꎬＲｃＤＲＥＢ１ 与小麦 ＡＰ２ 家族 ＤＲＥＢ 类基因高度同源ꎮ 酵母单杂交试验表明ꎬＲｃＤＲＥＢ１ 表达的蛋白具有特异结合干旱应答

ＤＲＥ 元件的功能ꎻ通过实时定量 ＰＣＲ 分析发现ꎬ高盐、干旱、重金属镉和低温胁迫均可诱导 ＲｃＤＲＥＢ１ 表达ꎬ但其对高盐反应较

为显著ꎮ 本研究表明ꎬＲｃＤＲＥＢ１ 是 ＤＲＥＢ 类转录因子基因ꎬ在介导植物响应逆境信号方面可能发挥着重要生物学功能ꎬ为进

一步分析小麦族的进化和转基因应用奠定了基础ꎮ
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干旱、高盐和低温等非生物胁迫是影响植物生

长发育的主要限制因子ꎬ是造成我国农业生产减产

的主要因素[１]ꎮ 在长期进化过程中ꎬ植物形成了一

套严密而复杂的分子机制以减少或避免环境胁迫带



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

来的危害ꎮ 研究表明ꎬ在逆境条件下ꎬ植物能感知、
传递逆境胁迫信号ꎬ诱导相关功能基因的表达ꎬ进而

在生理生化水平上作出适应性响应ꎮ ＤＲＥＢ (ｄｅｈｙ￣
ｄｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ) 类转录因子通过

与一些下游逆境诱导基因启动子区域存在的核心序

列结合ꎬ调控其下游基因表达ꎬ增加植物抵御干旱等

非生物逆境胁迫的能力[２￣１５]ꎮ 克隆、鉴定和遗传转

化植物 ＤＲＥＢ 类转录因子基因ꎬ调节多个功能基因

表达ꎬ是提高作物综合抗性的有效途径[１６]ꎮ
纤毛鹅观草(Ｒｏｅｇｎｅｒｉａ ｃｉｌｉａｒｉｓ(Ｔｒｉｎ. )Ｎｅｖｓｋｉꎬ２ｎ ＝

４Ｘ ＝２８)[１７￣１８]是禾本科(Ｐｏａｃｅａｅ)小麦族(Ｔｒｉｔｉｃｅａｅ Ｄｕ￣
ｍｏｒｔ)鹅观草属(Ｒｏｅｇｎｅｒｉａ Ｃ. Ｋｏｃｈ)的多年生草本植物ꎮ
在分布于中国的小麦族植物中ꎬ鹅观草属是最大和遗

传组成最复杂的一个属ꎮ 作为小麦野生近缘植物ꎬ在
长期的自然选择过程中ꎬ纤毛鹅观草保留了栽培小麦

不具备的许多优良特性ꎬ具有丰富的遗传多样性和许

多优异基因ꎬ是小麦耐湿、高抗赤霉病、黄矮病和条

纹花叶病等的重要基因资源[１９￣２０]ꎮ 迄今ꎬ有关纤毛

鹅观草的研究多集中在分类、形态解剖、种质资源的

评价与利用及抗赤霉病等方面[２１￣２２]ꎮ 本文针对目

前有关该种属中重要抗逆功能基因研究尚少的现

状ꎬ克隆和鉴定了 １ 个 ＤＲＥＢ 类基因 ＲｃＤＲＥＢ１ꎬ为
进一步开展小麦族 ＤＲＥＢ 类基因的功能演化以及抗

病、抗逆转基因研究奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料及试剂

纤毛鹅观草种子收自河北农业大学小麦育种基

地ꎮ Ｔｒｉｚｏｌ 裂解液购自天根生物公司ꎬＢＬ２１(ＤＥ３)
ｐＬｙｓＳ 菌株购自全式金公司ꎬＴ 载体、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 􀅺
１ｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 合成 ｋｉｔ、 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ购自 ＴａＫａＲａꎬ引物合成、测序由上

海生工完成ꎮ 酵母菌株 ＹＭ４２７１ 株系受赠于清华大

学张贵友教授实验室ꎮ
１􀆰 ２　 植物材料总 ＲＮＡ 提取

将鹅观草种子剥皮后用清水冲洗ꎬ浸泡ꎬ蒸馏水

冲洗ꎬ滤纸上低温催芽ꎬ待苗长至 １ ~ ２ ｃｍ 播种于含

蛭石的花盆中ꎬ置于光照培养室ꎮ ２４ ℃ꎬ１６ ｈ 光照 /
８ ｈ 黑暗 培 养ꎮ ３０ ~ ３５ ｄ 后ꎬ 将 幼 苗 浸 泡 于

２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液中ꎬ高盐处理 ４ ｈ 以诱导相关

基因的表达ꎮ 将处理后的植物材料速冻于液氮中ꎬ
于 － ８０ ℃保存或直接进行 ＲＮＡ 的提取ꎮ 采用 Ｔｒ￣
ｉｚｏｌ 裂解法提取高盐处理材料的总 ＲＮＡꎮ

１􀆰 ３　 目的基因保守区 ｃＤＮＡ 片段扩增

根据已报道的相关近缘植物中 ＤＲＥＢ 类转录因

子保守区序列ꎬ设计扩增保守区的简并引物[２３]ꎮ 正

向引物为 ＡＰ２ａ (５′￣ＡＲＴＧＧＧＴＲＧＣＴＧＡＧＡＴＣＣＧＴＧ￣
３′ꎬＲ ＝ Ａ / Ｇ)ꎬ反向引物为 ＡＰ２ｂ (５′￣ＧＣＧＣＣＡＴＡ￣
ＣＡＴＴＧＣＣＣＴＴＧＣ￣３′)ꎮ

ＲＴ 反应参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ 第 １ 链合成试

剂盒说明书进行ꎬ以试剂盒提供的 ｏｌｉｇｏ ｄＴ 为反转

录引物ꎬ合成纤毛鹅观草 ｃＤＮＡ 第 １ 链ꎮ
以纤毛鹅观草 ｃＤＮＡ 第 １ 链为模板ꎬ进一步用

ＡＰ２ａ / ＡＰ２ｂ 引物扩增鹅观草 ＤＲＥＢ 基因ꎮ
反应体系 ２０ μＬꎬ含模板 ｃＤＮＡ １ μＬꎬ正向引物

ＡＰ２ａ /反向引物 ＡＰ２ｂ(１０ μｍｏｌ / Ｌ / μＬ)各 １ μＬꎬ２ μＬ
１０ ×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ(含ＭｇＣｌ２)ꎬ１􀆰 ６ μＬ ｄＮＴＰ (２００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
０􀆰 ２ μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ聚合酶(１ Ｕ )ꎬｄｄＨ２Ｏ １３􀆰 ２ ｕＬꎮ ＰＣＲ扩

增产物连接后测序ꎮ
１􀆰 ４　 ３′￣ＲＡＣＥ 扩增

根据已克隆的纤毛鹅观草 ＤＲＥＢ 基因部分序列ꎬ
设计用于扩增基因 ３′端的引物 Ｒ３￣１(５′￣ＴＧＴＧＧＣＴＴＧ￣
ＧＴＴＣＡＴＴＣＣ￣３′) 和 Ｒ３￣２ (５′￣ＧＣＡＡＧＧＧＣＡＡＴＧＴＡＴＧ￣
ＧＣ￣３′)ꎮ 扩增 ３′端的锚定引物为 Ｔ７ｄＴ１８(５′￣ＡＣＧＡＣＴ￣
ＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＴＴＴＴＴｄＴ１８￣３′)和 Ｔ７ (５′￣ＡＣＧＡＣＴＣＡＣ￣
ＴＡＴＡＧＧＧＣＴＴＴＴＴ￣３′)ꎮ

参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ 第 １ 链合成试剂盒以 Ｔ７

ｄＴ１８引物代替试剂盒中的 ｏｌｉｇｏ ｄＴ 反转录合成第 １
链 ｃＤＮＡꎬ以此为模板应用 Ｒ３￣１ / Ｔ７ꎬＲ３￣２ / Ｔ７引物对

进行巢式 ＰＣＲꎬ扩增基因的 ３′端序列ꎮ 扩增产物连

接后测序ꎮ
１􀆰 ５　 ５′￣ＲＡＣＥ 扩增

以克隆的纤毛鹅观草 ＤＲＥＢ 基因 ３′端部分序列

为基础ꎬ按照 ＲＡＣＥ 试剂盒要求设计用于获得基因

５′端未知序列ꎮ 嵌套 ＧＳＰ 反向引物为 Ｒ５￣Ｆ１ (５′￣
ＣＴＴＴＧＧＴＴＧＧＧＡＴＡＣＴＴＣＣＡＧＧＧＴＣＴＴＧ￣３′) 和 Ｒ５￣
Ｆ２ ( ５′￣ＣＧＣＣＣＡＴＴＧＣＴＣＡＣＴＴＣＴＧＴＴＴＴＣＡＣＣＴ￣３′)ꎮ
扩增时以提取的纤毛鹅观草总 ＲＮＡ 为模板ꎬ用

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ ＲＡＣＥ 试剂盒提供的 ２ 种兼并引物 ＵＰＭ
(１０ｘ)、ＮＵＰ(１０ μｍｍｏｌ / Ｌ)为上游引物ꎬ嵌套 ＧＳＰ 引

物为下游引物ꎮ 反应体系和 ＰＣＲ 参数均参照试剂

盒提供的说明书进行ꎮ
第 ２ 轮 ＰＣＲ 扩增后ꎬ进行产物与 Ｔ 载体连接ꎬ

测序ꎮ
１􀆰 ６　 ｃＤＮＡ 全长及 ＯＲＦ 框的获得

将测序得到的基因序列用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行序

列拼接和分析ꎮ 在拼接的全序列内ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软

８５８



　 ５ 期 赵艳红等:纤毛鹅观草 ＤＲＥＢ 类基因 ＲｃＤＲＥＢ１ 的克隆及其蛋白结合干旱应答元件 ＤＲＥ 的功能验证

件设计扩增基因完整开放读码框ꎮ 所有的引物为

Ｑ￣Ｆ ( ５′￣ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴＣＣＣＴＣＴＴＣＴＣＧＣ￣３′) 和 Ｑ￣Ｒ
( ５′￣ＧＡＡＣＴＣＡＡＣＧＣＡＣＡＧＧＡＣＡＡＣＴ￣３′)ꎮ 以 ｏｌｉｇｏ
ｄＴ 引物反转录获得的第 １ 链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 Ｑ￣Ｆ /
Ｑ￣Ｒ 引物扩增基因的开放读码框ꎬＰＣＲ 扩增产物与

Ｔ 载体连接及测序验证ꎬ用于以后基因的功能研究ꎮ
１􀆰 ７　 基因组 ＤＮＡ 序列的获得

以纤毛鹅观草叶片为材料ꎬ采用 ＣＴＡＢ 法提取

基因组 ＤＮＡ[２４]ꎮ 以该 ＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＱＦ / ＱＲ 为引

物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 产物经琼脂糖检测后ꎬ回收目的

片段、连接和测序ꎮ 测序结果进一步与完整的 ｃＤ￣
ＮＡ 序列开放读码框比对分析ꎮ
１􀆰 ８　 种系发生分析

将克隆基因测序结果进行 ＢＬＡＳＴ 检索(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )ꎬ确认 ＤＲＥＢ 基因同源序列

后ꎮ 用 ＭＥＧＡ 软件对检索到的小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉ￣
ｖｕｍ)、水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、玉米 (Ｚｅａ ｍａｙｓ)、大麦

(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ)、大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)等主要农作物

以及模式植物拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)的 ＡＰ２ 基

因家族序列进行同源性比较ꎬ并绘制系统进化树ꎮ
１􀆰 ９　 ＲｃＤＲＥＢ１ 基因的原核表达载体的构建与表达

依据克隆得到的完整 ＯＲＦ 序列ꎬ设计构建 ｐＥＴ￣
３０ａ 原核表达载体的引物ꎮ 正反向引物为 Ｙ￣Ｆ
(ｃｃｃＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＣＣＧＧＧＧＧＴＡＧＣＡＡ)和 Ｙ￣Ｒ
( ｃｇｇＡＡＧＣＴＴＣＴＡＡＴＡＴＧＡＧＡＡＡＡＧＡＣＴＡＡ )ꎬ 分 别

含 ＫｐｎⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点ꎮ
以得到的完整 ＯＲＦ ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增ꎬ纯化ꎬ

进而与表达载体 ｐＥＴ￣３０ａ 连接ꎮ 将重组质粒、空载

体分别转入到感受态 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＬｙｓＳ 中ꎬ涂板ꎬ分
别挑取不含质粒的空菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３) ｐＬｙｓＳ、含空

载体质粒和重组质粒的菌落ꎬ加入 ＬＢ 液体培养基

(含相应抗生素)ꎬ３７ ℃ꎬ过夜摇菌ꎮ 将菌液按 １∶ ５０
稀释ꎬ加入终浓度为 ２％ 的葡萄糖ꎬ３７ ℃ꎬ继续培养

２ ~ ３ ｈ 至 ＯＤ６００达 ０􀆰 ５ ~ ０􀆰 ７ꎮ 然后收集菌液ꎬ加入

终浓度为 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧꎬ２８ ℃诱导表达ꎬ收集

菌液ꎮ 菌液离心后加入上样缓冲液振荡ꎬ煮沸

１０ ｍｉｎꎬ１２％ 的分离胶、５％ 的浓缩胶ꎬ进行电泳检

测ꎮ ０􀆰 ２５％考马斯亮蓝染色ꎬ脱色ꎬ进行条带分析ꎮ
１􀆰 １０　 酵母单杂交

设计含酶切位点 ＳａｌＩ 和 ＢｇｌＩＩ 的上下游引物ꎬ
扩增目的基因 ＯＲＦ 区ꎬ构建酵母表达载体 ｐＧＡＤ￣
ＲｃＤＲＥＢ１ꎮ 分别以重组质粒、空载体转化含 ＤＲＥ 元

件的酵母菌株感受态 ＷＤꎬ利用 ＳＤ 选择培养基ꎬ
２８ ℃倒置培养 ２ ~ ７ ｄꎮ 挑取单菌落进行 ＰＣＲ 鉴

定ꎬ初步鉴定为阳性克隆的单菌落在含 ３￣ＡＴ 的 ＳＤ /
Ｈｉｓ￣Ｕｒａ￣Ｌｅｕ￣培养基上筛选、检测ꎮ
１􀆰 １１　 实时定量 ＰＣＲ 分析

将生长 ４ 周的纤毛鹅观草苗ꎬ移至营养液中培

养驯化 ３ ｄꎬ然后分别进行高盐(２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)、
重金属氯化镉(１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ)、ＰＥＧ(２５％ )模拟干旱

及低温(４ ℃)胁迫处理 ４ ｈ 和 １２ ｈꎬ收集处理材料ꎬ
提取各样品的总 ＲＮＡꎬ用 Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ 专用试剂盒 Ｐｒｉ￣
ｍｅＳｃｒｉｐｔ 􀅺 ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ Ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒꎬ反转录

合成 ｃＤＮＡꎮ 依据 ＲｃＤＲＥＢ１ 基因 ｃＤＮＡ 全长序列设

计基因正向引物 ＲＴ￣１Ｆ ５′￣ＴＧＴＧＧＣＴＴＧＧＴＴＣＡＴ￣
ＴＣＣ￣３′和反向引物 ＲＴ￣１Ｒ ５′￣ＣＴＧＣＴＣＴＧＡＧＡＡＧＴＴ￣
ＧＡＣ￣３′ꎮ ｑＰＣＲ 用 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＩ 染料ꎬ罗氏荧光定量

ＰＣＲ 仪 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ２􀆰 ０ 进 行 ＰＣＲ 扩 增ꎬ ＬｉｇｈｔＣｙ￣
ｃｌｅｒ２􀆰 ０ 中的 ２ ￣△△ＣＴ方法计算基因相对表达量ꎮ 以小

麦 Ａｃｔｉｎ 基因序列为唯一标准参照ꎬ设计正向引物

Ａ１ ５′￣ＧＣＴＡＴＧＡＧＡＴＧＣＣＴＧＡＴＧＧ￣３′和反向引物 Ａ２
５′￣ＧＧＡＡＴＴＧＴＡＴＧＴＣＧＣＴＴ ＣＧＴ￣３′ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＲｃＤＲＥＢ１ 基因全长的获得

２􀆰 １􀆰 １　 ＲｃＤＲＥＢ１ 基因保守区的扩增结果　 提取高

盐处理的纤毛鹅观草总 ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡꎮ 以

第 １ 链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用 ＡＰ２ａ / ＡＰ２ｂ 引物对扩

增ꎬ扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测显示得到一条

长约 １２０ ｂｐ 的片段(图 １)ꎬ测序结果显示目标片段

长为 １１８ ｂｐꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子量标记 ＤＬ￣２０００ꎻ
１:使用 ＡＰ２ａ / ＡＰ２ｂ 引物对扩增的 ＰＣＲ 产物

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ￣２０００ꎬ１:ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｕｓｉｎｇ ＡＰ２ａ ａｎｄ ＡＰ２ｂ ｐｒｉｍｅｒｓ

图 １　 纤毛鹅观草保守区序列片段扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆｒｏｍ
Ｒｏｅｇｎｅｒｉａ. ｃｉｌｉａｒｉｓ(Ｔｒｉｎ. )Ｎｅｖｓｋｉ

９５８
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２􀆰 １􀆰 ２　 ＲｃＤＲＥＢ１ 序列全长的获得 　 首先利用 ３′￣
ＲＡＣＥ 技术ꎬ以 Ｔ７ｄＴ１８引物反转录合成的第 １ 链 ｃＤＮＡ
为模板进行巢式 ＰＣＲꎬ扩增目的基因的 ３′端序列ꎮ 第 ２
轮扩增后ꎬ得到一条特异条带长度约为 ７５０ ｂｐ(图
２Ａ)ꎮ 测序分析ꎬ该片段长 ７４０ ｂｐꎬ包含 ＰｏｌｙＡ 尾ꎮ

参照 ＲＡＣＥ 试剂盒说明书ꎬ以 ２ 对嵌套引物

Ｒ５￣Ｆ１ / ＵＰＭ 和 Ｒ５￣Ｆ２ / ＮＵＰꎬ进行巢式扩增ꎬ获得目

的基因长度为 ６７０ ｂｐ 的 ５′端序列ꎮ 扩增产物的凝

胶电泳检测结果如图 ２Ｂ 所示ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子量标记 ＤＬ￣２０００ꎻＡ￣１:
使用 Ｒ３￣２ 和 Ｔ７ 引物扩增的 ３′￣ＲＡＣＥ 产物ꎻ

Ｂ￣２:使用 Ｒ５￣Ｆ２ 和 ＮＵＰ 引物扩增的 ５′￣ＲＡＣＥ 产物

Ｍ:ｍａｒｋｅｒ ＤＬ￣２０００ꎬＡ￣１:３′￣ＲＡＣＥ ｐｒｏｄｕｃｔ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ Ｒ３￣２ ａｎｄ Ｔ７ ｐｒｉｍｅｒｓꎬ

Ｂ￣２:５′￣ＲＡＣＥ ｐｒｏｄｕｃｔ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ Ｒ５￣Ｆ２ ａｎｄ ＮＵＰ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ

图 ２　 目的基因的 ３′和 ５′￣ＲＡＣＥ 扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ３′ａｎｄ ５′￣ＲＡＣＥ

将 ＲＴ￣ＰＣＲ、３′￣ＲＡＣＥ 及 ５′￣ＲＡＣＥ 测序结果用

ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行电子拼接ꎮ 以 ｏｌｉｇｏ ｄＴ引物反转

录获得的第 １ 链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ Ｑ￣Ｆ / Ｑ￣Ｒ 引物对进

行 ＰＣＲ 扩增后获得了长度为 ８３７ ｂｐ 的片段 (图

３Ａ)ꎮ 利用基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增目的基因的长

度与以 ｃＤＮＡ 为模板扩增后的结果一致(图 ３Ｂ)ꎮ
测序结果比对后发现ꎬ该基因不含有内含子ꎮ 由于

前人对该基因尚未进行克隆和功能分析ꎬ本研究将

其命名为 ＲｃＤＲＥＢ１ꎮ
２􀆰 ２　 种系发生树 ＲｃＤＲＥＢ１ 基因同源性比对分析

系统进化分析发现ꎬＲｃＤＲＥＢ１ 与 ４ 个禾本科小麦

族的植物 ＤＲＥＢ 基因高度同源 (在氨基酸水平上的一

致性为 ９９％)ꎮ 此外ꎬＲｃＤＲＥＢ１ 与高羊茅 ＦａＤＲＥＢ２Ａ
(ＣＡＧ３０５４７􀆰 １)、草地早熟禾(ＡＡＳ５９５３０􀆰 １) 、长穗偃

麦草 ＥｅＡＰ２􀆰 ２(ＡＥＩ９８９２０􀆰 １)、两芒山羊草 ＡｂＤＲＥＢ２
(ＣＢＸ８７０２４􀆰 １)也具有较高的同源性(在氨基酸水

平上的一致性在 ８８％ ~ ９６％之间)(图 ４)ꎮ 因此ꎬ

Ｍ:ＤＮＡ 分子量标记 ＤＬ￣２０００ꎻＡ￣１ꎬ２:使用 Ｑ￣Ｆ / Ｑ￣Ｒ 引

物对扩增的基因 ＲｃＤＲＥＢ１ ＯＲＦ 框 ＰＣＲ 产物ꎻ
Ｂ￣３ꎬ４:使用 Ｑ￣Ｆ / Ｑ￣Ｒ 引物对扩增的 ＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 产物

Ｍ:ｍａｒｋｅｒ ＤＬ￣２０００ꎬＡ￣１ꎬ２:Ｔｈｅ ＲｃＤＲＥＢ１ ＯＲＦ
ｒｅｇｉｏｎ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ Ｑ￣Ｆ / Ｑ￣Ｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒꎬ

Ｂ￣３ꎬ４:ＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡ
ｂｙ ｕｓｉｎｇ Ｑ￣Ｆ / Ｑ￣Ｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ

图 ３　 ＯＲＦ 框 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ＯＲＦ ｒｅｇｉｏｎ

该基因可能与小麦部分 ＡＰ２ 家族基因具有相同的

起源祖先ꎮ
２􀆰 ３　 目的基因的重组子外源诱导表达分析

利用原核表达系统ꎬ对供试基因的蛋白质进行

了表达ꎮ 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测表明ꎬ目标基因

ＲｃＤＲＥＢ１ 在大肠杆菌中得到了大量表达(图 ５)ꎮ
根据氨基酸序列推算ꎬ其蛋白分子量为 ３０ ｋＤ 左右ꎬ
加上表达载体 ｐＥＴ ３０ａ 中的标签蛋白 Ｓ￣Ｔａｇꎬ表达的

融合蛋白分子量约为 ３４􀆰 ６ ｋＤ 左右ꎬ与 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
检测的结果一致ꎮ
２􀆰 ４　 ＲｃＤＲＥＢ１ 转录因子在酵母中的功能验证

将构建的酵母表达载体 ｐＧＡＤ￣ＲｃＤＲＥＢ１ 转化含

ＤＲＥ 元件的酵母菌株感受态 ＷＤꎬ以空菌株和含有空

载体的菌株为对照ꎬ在 ＳＤ / Ｌｅｕ￣选择培养基上２８ ℃培

养 ３ ｄꎬ菌落长势情况如图 ６ 所示ꎮ 结果表明ꎬ与野生

酵母菌株 ＷＤ 在选择性培养基中不能生长相比ꎬ转化

融合表达载体和重组子的菌株生长良好ꎮ
将鉴定的重组子阳性菌落和空载体转化酵母菌

株单菌落分别选取 ３ 个涂在 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ ３￣ＡＴ 的 ＳＤ /
Ｌｅｕ￣Ｕｒａ￣Ｈｉｓ￣选择培养基上ꎮ ２８ ℃下倒置培养后发

现ꎬ仅表达 ＲｃＤＲＥＢ１ 的阳性菌落能正常生长ꎬ而空载

体转化的菌落不能生长(图 ７)ꎮ 证实了该基因表达

蛋白能与顺式作用元件 ＤＲＥ 特异性结合ꎮ 此外转化

含元件 ＭＤＲＥ 突变型酵母菌株 ＭＤ 为对照ꎬ在三缺培

养基上空载体和重组子均不能生长(资料未列出)ꎮ
证明了该基因与顺式作用元件 ＤＲＥ 的特异性结合ꎮ
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图 ４　 ＲｃＤＲＥＢ１ 的系统进化树分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｃＤＲＥＢ１

Ｍ: ＤＮＡ 分子量标记 ＤＬ￣２０００ꎻ１:ＢＬ２１ 菌株ꎻ
２:ＰＥＴ３０ａ 空质粒ꎻ３、４:目的基因

Ｍ:ｍａｒｋｅｒ ＤＬ￣２０００ꎬ１:ＢＬ２１ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎꎬ２:
ＰＥＴ３０ａ ｐｌａｓｍｉｄꎬ３、４:Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

图 ５　 ＲｃＤＲＥＢ１ 在大肠杆菌中的外源诱导表达结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｃＤＲＥＢ１ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ

图 ６　 ＲｃＤＲＥＢ１ 转化 ＷＤ 酵母后在 ＳＤ / Ｌｅｕ － 培养基上的菌落长势

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＲｃＤＲＥＢ１ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ＷＤ ｙｅａｓｔ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｎ ＳＤ / Ｌｅｕ － ｍｅｄｉｕｍ
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图 ７　 ＲｃＤＲＥＢ１ ＷＤ 阳性克隆在 ＳＤ / Ｌｅｕ￣ꎬＵｒａ￣ꎬ
Ｈｉｓ￣培养基上的菌落长势

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＲｃＤＲＥＢ１ ＷＤ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｎ
ＳＤ / Ｌｅｕ￣ꎬＵｒａ￣ꎬＨｉｓ￣ｍｅｄｉｕｍ

２􀆰 ５　 ＲｃＤＲＥＢ１ 基因在不同胁迫下的表达模式分析

使用 ＮａＣｌ、 ＰＥＧ、 ＣｄＣｌ２ 和低温处理的材料ꎬ
ＲｃＤＲＥＢ１ 基因响应胁迫表达的实时定量 ＰＣＲ 结果

显示(图 ８):该基因在 ４ 种胁迫处理下均表现为表

达量上调ꎮ 而 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 胁迫下的不同时期表达

量均 较 对 照 有 显 著 提 高ꎮ 在 盐 处 理 ４ ｈ 后ꎬ
ＲｃＤＲＥＢ１ 表达量提高到未处理前的 ３ 倍多ꎬ１２ ｈ 后

约达到未处理前的 ８ 倍ꎻ其他胁迫处理 ＰＥＧ、ＣｄＣｌ２
和低温ꎬ均是在 １２ ｈ 处理后 ＲｃＤＲＥＢ１ 转录水平有

较大的提高ꎬ约达到未处理前的 ２ ~ ３ 倍ꎬ其中模拟

干旱 ＰＥＧ 条件提高最大ꎻ低温和 ＣｄＣｌ２胁迫处理下ꎬ
该基因在４ ｈ 时表达微弱ꎬ较对照没有差异ꎮ 这些

结果表明ꎬ ＲｃＤＲＥＢ１ 可能主要响应高盐或干旱

诱导ꎮ

ＮａＣｌ:高盐胁迫ꎻＣｄｃｌ２:重金属镉胁迫ꎻＰＥＧ:模拟干旱胁迫ꎻ
ＬＴＭ:低温胁迫 ＮａＣｌ:Ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬＣｄＣｌ２:Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓꎬＰＥＧ:Ｓｉｍｕｌａｔｅｄ

ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎬＬＴＭ:Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔａｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

图 ８　 ＲｃＤＲＥＢ１ 基因在不同胁迫下不同时间点的表达情况

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＲｃＤＲＥＢ１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

３　 讨论

培育抗逆性优良品种ꎬ分离并转移近缘野生植

物抗逆的相关基因ꎬ使其能够在转基因植物中顺利

表达进而提高植物的抗逆性ꎬ已成为改良植物抗性

的新途径ꎮ 研究发现ꎬ植物中特有的 ＤＲＥＢ 类转录

因子基因可以被干旱、高盐等逆境胁迫诱导ꎬ启动下

游一系列抗逆功能基因的表达[１３]ꎮ 将 ＤＲＥＢ 类基

因转入拟南芥[２５]、烟草[２６] 等模式植物中可以显著

提高植物对逆境的综合抗性ꎬ表明了 ＤＲＥＢ 类基因

在作物抗逆改良应用上有着巨大潜力ꎮ 开发植物优

良的 ＤＲＥＢ 类转录因子基因ꎬ为作物转基因研究提

供优质候选基因是当前功能基因组研究的重要

任务[２７]ꎮ
鹅观草是含有大量优良抗逆基因的小麦近缘植

物种属ꎬ但迄今有关该植物的分子生物学研究报道

尚少ꎮ 其中ꎬ在增强植物抵御干旱等非生物逆境中

发挥重要作用的转录因子 ＡＰ２ 家族 ＤＲＥＢ 类基因

克隆及分子特征尚不明确ꎮ 本研究以高盐胁迫的纤

毛鹅观草幼苗为材料ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 相结

合的方法克隆得到了 ＲｃＤＲＥＢ１ 基因ꎬ通过 ＮＣＢＩ￣
Ｂｌａｓｔ 序列分析ꎬ该基因表达的蛋白含有一个保守的

ＡＰ２ 结构域ꎬ其中第 １４ 和 １９ 位为撷氨酸(Ｖ)和谷

氨酸(Ｅ)ꎬ证明该基因属于 ＤＲＥＢ 类转录因子ꎮ 通

过种系发生树分析也表明该基因属于 ＥＲＥＢＰ 亚族

的 Ａ 类转录因子ꎮ 因此ꎬ推测该基因可能主要参与

高盐、干旱和低温等环境胁迫的应答ꎮ 其与小麦中

ＤＲＥＢ 类基因的高序列相似性说明该基因在小麦抗

性育种中具有重要价值ꎮ
通过将 ＲｃＤＥＲＢ１ 基因的完整开放读码框重组

到 ｐＧＡＤ 载体中 ＧＡＬ４ 基因的转录激活域下游ꎬ本研

究构建了融合 ＲｃＤＥＲＢ１ 的酵母单杂交系统ꎮ 利用

携带的 ＤＲＥ / ＣＲＴ 顺式元件的酵母单杂交系统对

ＲｃＤＥＲＢ１ 蛋白特异结合 ＤＲＥ / ＣＲＴ 顺式元件的功

能研究表明ꎬ重组载体 ｐＧＡＤ￣ＲｃＤＲＥＢ１ 转入酵母报

道子菌株后ꎬ表达的 ＤＲＥＢ 蛋白能够特异识别 ＤＲＥ
元件ꎬ激活启动子ꎬ促使 ＨＩＳ 和 ＵＲＡ 基因转录表达ꎬ
从而使转化后的酵母能在缺少组氨酸和尿嘧啶并加

入 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ３￣ＡＴ(组氨酸的竞争抑制剂)的 ＳＤ 筛

选培养基上生长ꎬ从而验证了 ＲｃＤＲＥＢ１ 具有结合

ＤＲＥ 元件的功能ꎬ是植物 ＤＲＥＢ 类转录因子家族的

一个新成员ꎮ
研究表明ꎬ同一转录因子可以通过顺式作用元

件同时调控多个基因的表达[２８]ꎬ本研究检测了

ＲｃＤＲＥＢ１ 基因在不同胁迫下的表达情况ꎬ结果表明

ＲｃＤＲＥＢ１ 基因对高盐、干旱和重金属产生明显应

答ꎮ 说明其可能在植株的抗旱、高盐的调控反应中
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有重要作用ꎬ推测该基因可能在逆境信号传导及植

物抗逆过程中发挥重要作用ꎮ 但本研究推测

ＲｃＤＲＥＢ１ 不被低温胁迫所诱导ꎮ
有关该基因应答干旱等渗透胁迫逆境特征及遗

传转化对植株抵御各种非生物逆境中的生物学功能

有待进一步探讨ꎮ
在前期工作基础上ꎬ 作者已经构建了融合

ＲｃＤＲＥＢ１ 的真核表达载体 ＰＢＩ１２１￣ＲｃＤＲＥＢ１ꎬ采用

农杆菌介导的方法进行了烟草的遗传转化ꎬ并将愈

伤分化的抗性苗转接至生根培养基上生长ꎮ 为进一

步鉴定该基因调控植株的耐逆功能奠定了基础ꎮ
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